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RESUMO

Introducdo: Streptococcus agalactiae é parte da microbiota gastrointestinal de humanos, um
reconhecido agente causador de infecgdes em neonatos e gestantes, que vem ganhando
importancia como agente de infecgbes em adultos. O microrganismo, associado
frequentemente a doenca neonatal (meningite e sepse), nas Ultimas décadas ganhou
importancia como agente de infeccdes especialmente em tecidos e partes moles, causando
dentre outras, lesdes necroticas como gangrena e fasceite. As infecgdes em adultos acometem
principalmente individuos imunocomprometidos, dentre os quais destacam-se pacientes com
Diabetes Mellitus. Objetivo: Identificar os diferentes sorotipos de S. agalactiae isolados de
infeccbes em pacientes atendidos no HU/UFSC/EBSERH, associando aos diferentes sitios
anatdmicos. Metodologia: Foram incluidos no estudo 36 isolados clinicos de S. agalactiae
recuperados de diversos sitios anatdmicos como agentes de infeccdo. A identificacdo dos
sorotipos foi realizada por metodologia molecular, utilizando a Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR-Multiplex). Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) que
amplificam regides especificas das capsulas polissacaridicas (CPS) da bactéria que
possibilitam realizar a determinacdo dos diferentes sorotipos capsulares. Resultados: O
sorotipo V foi predominante, representando 56% dos isolados, seguido pelos sorotipos Il
(22%), la (16%) e Ib e I1I, sendo 3% cada um. Os isolados provenientes de tecido tiveram
maior ocorréncia, e 0 sorotipo mais isolado nesse sitio foi o V. A idade avangada foi um dos
fatores que esteve presente em boa parte dos isolados, principalmente os advindos de tecidos e
Diabetes Mellitus mostrou-se um importante fator de risco. A partir dos resultados obtidos foi

possivel verificar a variabilidade regional dos sorotipos associados a infeccao.

PALAVRAS-CHAVE: Streptococcus agalactiae. Sorotipagem por PCR. Sorotipos
capsulares. Beta-hemolitico.



ABSTRACT

Background: Streptococcus agalactiae is part of the human gastrointestinal microbiota, an
agent that causes infection in neonates and pregnant women, which has been becoming an
important agent of infection in adults. The microorganism, often associated with neonatal
disease (meningitis and sepsis), has gained importance in recent decades as an agent of
infections especially in tissues and soft tissues, causing, among others, necrotic lesions such
as gangrene and fasciitis. Adults infection mainly affect immunocompromised individuals,
such as patients with Diabetes Mellitus. Aims: To identify the different serotypes of S.
agalactiae isolated from infections in patients treated at HU / UFSC / EBSERH, associating
the different anatomical sites. Methods: 36 clinical isolates of S. agalactiae recovered from
several anatomical sites as infection agents were included in the study. Serotype identification
was performed by molecular methodology, using Polymerase Chain Reaction (PCR-
Multiplex). Initiating oligonucleotides (primers) were used to amplify specific regions of the
polysaccharide capsules (PSC) of the bacterium that allow the determination of the different
capsular serotypes. Results: Serotype V was predominant, representing 56% of the isolates,
followed by serotypes Il (22%), la (16%) and 1b and 111, with 3% each. Tissue isolates had a
higher occurrence, and the most isolated serotype in this site was V. Elderly age was one of
the factors that was present in a good part of the isolates, especially those coming from tissues
and Diabetes Mellitus showed to be an important risk factor. From the obtained results it was

possible to verify the regional variability of the serotypes associated with the infection.

KEYWORDS: Streptococcus agalactiae. PCR serotyping. Capsular serotypes. Beta-
hemolytic.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae, também conhecido como Estreptococo beta-hemolitico do
grupo B de Lancefield (EGB), tem como caracteristica células esféricas ou ovoides que se
apresentam aos pares ou em cadeias. Sao imoveis, ndo esporulados e anaerdbios facultativos.
A caracterizacdo do microrganismo € realizada com base em marcadores soroldgicos e
imunologicos, sendo eles: antigeno polissacaridico da parede celular (antigeno do grupo B);
proteinas de superficie, sendo o0 antigeno ¢, a mais comum; e dez polissacarideos capsulares,
0s quais sdo tipos especificos (la, Ib, 11, 111, 1V, V, VI, VII, Vil e IX) (MURRAY, 2009).

A identificacdo laboratorial de EGB é baseada nas caracteristicas da coldnia, que
geralmente € beta-hemolitica, além dos testes de catalase negativo e CAMP positivo
(KONEMAN, 2018). O microrganismo pode ser identificado também por testes de
aglutinacdo em latex. Essa metodologia é amplamente utilizada para identificacdo e triagem
ndo s6 de EGB, mas também de outros microrganismos de importancia clinica (JOHRI et al,
2013), como Staphylococcus aureus (IDELEVICH et al., 2014), Eschericia coli (HUANG et
al., 2001) e Burkholderia pseudomallei (SUTTISUNHAKUL et al., 2015), por exemplo. S.
agalactiae tem sido associado a infec¢des em grupos populacionais distintos como gestantes,
recém-nascidos e idosos, além de pacientes com debilidades crénicas como cirrose hepaética,
neoplasias, insuficiéncia renal e diabetes mellitus que se destaca pela complicacéo nos tecidos
moles das extremidades inferiores. (KONEMAN et al., 2008). EGB coloniza a pele, trato
respiratdrio, tubo digestivo e o aparelho urogenital de muitos individuos saudaveis (PINTO et
al., 2017). Essa colonizacdo do trato gastrointestinal inferior e trato geniturinario em gestantes
estd associada ao maior risco de infeccdo do neonato principalmente em casos de ruptura
precoce da membrana amnidtica, partos prolongados ou prematuros (MURRAY, 2009).

A prevaléncia da colonizacdo em gestantes varia entre 10% e 30% e pode ser
transitéria. Aproximadamente 50% dos neonatos de maes colonizadas, que ndo realizam
profilaxia intraparto, tornam-se colonizados por EGB. Entre 0s neonatos colonizados, estima-
se que aproximadamente 1-2% irdo desenvolver infeccdo de inicio precoce, geralmente nos
primeiros dias de vida, comumente progredindo para sepse (ALP et al., 2016; BASTOS et al.,
2012; SOARES et al., 2013). A sepse é definida como uma bacteremia com sinais de
comprometimento hemodinamico e resposta inflamatéria sisttmica (BENINCA et al., 2013).

Até meados dos anos 80, a infec¢cdo por esse microrganismo era vista como prevalente
apenas em neonatos e gestantes, sendo considerados raros os casos de infeccdo em adultos

com perfil diferente (ndo-gestantes) (FREY et al. 2011). Mais recentemente, infeccdes de pele



e tecidos moles, infec¢des osteo-articulares, respiratorias e urosepse, tém sido frequentemente
associadas a EGB em pacientes adultos. Relatos de meningite e endocardite por esse
microrganismo tém sido geralmente relacionados a algum tipo de imunossupressdo (FARLEY,
2001). Além disso, relatos de aumento na incidéncia de infec¢es por EGB também tém sido
descritos em pacientes transplantados e hemodialisados (SANTORO-LOPES; HALPERN;
GONCALVES, 2005).

No Brasil, foi relatado um caso de endocardite aguda por este microrganismo, em
paciente feminina sem patologia prévia, que evoluiu a 6bito (JUNIOR et al., 2005).
Recentemente, foi relatado o caso de paciente do sexo masculino, de meia idade (48 anos),
imunocompetente, sem histérico de comorbidade crénica, diagnosticado com endocardite por
EGB que também evoluiu para ébito (YA'QOUB et al.,2018).

Infecgdes invasivas por S. agalactiae em adultos imunocomprometidos ndo-gestantes
vém aumentando sua frequéncia especialmente em pacientes diabéticos, sendo esta a
comorbidade mais comum, presente em 20-25% dos adultos ndo gestantes com infecgéo por
EGB (FARLEY, 2001). Lanca, Serrano e Barata (2006) relataram o caso de um paciente
diabético com infeccdo mdltipla por EGB, incluindo endoftalmite unilateral, artrite séptica,
empiema pleural e celulite. Batista et al. (2015) descreveram um caso de sepse por S.
agalactiae no qual o paciente diabético e cirrético evoluiu a Obito, sendo que o
microrganismo foi isolado em culturas de liquor, urina e sangue do paciente. Panikkath et al.
(2016) relataram outro caso de paciente também diabético diagnosticado com piomiosite por
EGB que foi severamente afetado pela infeccdo. No trato urinario, EGB pode causar desde
bacteriuria, cistite sem complicacOes, até pielonefrite (ULETT et. al, 2009). Unnikrishman et
al. (2018) relataram um caso de piomiosite paraespinhal secundaria a infeccdo do trato
urinario por S. agalactiae.

EGB foi identificado em pacientes com cancer (94% em tumores solidos e 6%
disturbios hematoldgicos) nas seguintes condi¢des: durante o uso de dispositivos médicos
internos (cateteres), cirurgias, transfusdes, traqueostomias, radioterapia, quimioterapia e
neutropenia. A infeccdo intravenosa por S. agalactiae ocorreu principalmente em pacientes de
tumores solidos (PIMENTEL et al., 2016).

O potencial patogénico e viruléncia de S. agalactiae é variavel, podendo ser
relacionada a estrutura capsular. Estudos tém demonstrado a associacdo de alguns sorotipos
com quadros clinicos especificos, e até mesmo, com diferentes perfis de sensibilidade. Nos
EUA, o sorotipo la tem sido responsével pela maioria dos casos de infeccdo de inicio precoce

em recém-nascidos, ja o sorotipo Ill, por infeccdo tardia. O sorotipo V, € particularmente



resistente a macrolideos e, geralmente, é responsavel por infeccdes em idosos ou pacientes
imunocomprometidos; por outro lado o sorotipo IV tem emergido na América do Norte e em
diversas outras regides do mundo como agente de infeccGes neonatais e infecgdes invasivas
em adultos, estando também relacionado & resisténcia a eritromicina, clindamicina e a
tetraciclina (PERSSON et al., 2004).

Na Ameérica do Norte, os sorotipos la, Ib, I, Il e V sdo os mais frequentemente
associados a infeccdes invasivas (RAABE; SHANE, 2019). No Brasil, Dutra e colaboradores
(2014) em estudo com isolados de diversas regides do pais, descreveram alta prevaléncia dos
sorotipos la e Il. Dentre os 10 sorotipos, 0 maior potencial infectante esta nos sorotipos: la, 1b,
I, 1 e V (STEVENS, 2000).

A caracterizacdo dos sorotipos de EGB pode ser realizada por métodos moleculares,
ou por precipitacdo capilar (baseada nos antigenos capsulares) (LANCEFIELD, 1934), co-
aglutinacdo (HAKASSON, 1992), imunodifusdo dupla (JOHNSON; FERRIERI, 1984),
metodos de ensaio imunoenzimatico (ARAKERE et al., 1999) e aglutinacdo em latex (PARK,
2001).

Em todos esses métodos ha a possibilidade de alguns isolados ndo serem identificados
ou classificados adequadamente devido a alguns fatores como diminui¢do na capacidade de
sintetizacdo ou expressao da cadpsula polissacaridica (YAO et al., 2012), mutacdo nos genes
da biossintese do operon capsular ou devido a expressdo de um polissacarideo néo
caracterizado, para o qual anticorpos ainda ndo se encontram disponiveis (JOHRI et al.,
2013).

As metodologias soroldgicas podem falhar na tipagem de um isolado em funcdo da
baixa expressdo da CPS, além do fato dessas metodologias serem dependentes da qualidade
dos anticorpos empregados e da experiéncia do profissional que ird executa-la (IMPERI et al.,
2010). Em alguns estudos, os isolados tipados por aglutinagdo em latex apresentaram um
resultado ndo satisfatério, como no caso do estudo de Brigtsen et al. (2014) no qual dos 446
isolados tipados por latex, 13,8% n&o foram classificados em sorotipos. Além do estudo
realizado por Yao et al. (2012), no qual entre os 281 isolados testados por aglutinagdo em
latex, 27% nado puderam ser tipados.

A tipagem molecular, via gene capsular, é considerada uma boa alternativa para
sorotipagem de S. agalactiae. Recentemente varios protocolos para tipagem baseados em
PCR/PCR multiplex para os genes do operon capsular tém sido publicados (IMPERI et al.,
2010; YAO et al., 2013; FURFARO et al., 2017; OTAGUIRI et al., 2018).
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O tratamento para infecgdes por S. agalactiae utiliza principalmente antimicrobianos
beta-lactamicos como as penicilinas e ampicilinas, que sdo considerados op¢des de primeira
escolha. Ainda ndo ha relatos de resisténcia da bactéria a essa classe de antimicrobianos,
porém ja existem relatos de isolados com concentracdo inibitéria minima no limite de
sensibilidade (PHARES et al, 2008). A realizacio do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA) é necessaria somente quando o tratamento ndo pode ser realizado com
beta-lactdmicos, como em casos de tratamento de pacientes alérgicos. Nessas situacdes as
principais opc¢des terapéuticas sdo os macrolideos e lincosamidas, 0s quais vém perdendo
sensibilidade gradativamente em todo o mundo (PINTO et al., 2013).

Frente ao gradativo aumento da resisténcia aos antimicrobianos de segunda escolha
como a clindamicina e a eritromicina, uma promissora alternativa de tratamento vem sendo
testada. Cepas de Streptococcus agalactiae isoladas na Africa do Sul e na Namibia mostraram
alta sensibilidade aos 6leos essenciais e extratos etandlicos de Olea europaea. (MUKESI et
al., 2019). Os dleos essenciais de O. europaea mostraram atividade bactericida contra EGB de
33,3 mg/ml, estudos tém mostrado que os 6leos essenciais tém atividade bactericida para um
amplo espectro de bactérias (HASHMI et al., 2015; DARSANAKI et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar por metodologia molecular os sorotipos capsulares de Streptococcus
agalactiae isolados de infecgdes em pacientes adultos atendidos no Hospital Universitario da

Universidade Federal de Santa Catarina.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os sorotipos capsulares de S. agalactiae isolados de infecgdes em pacientes no
HU-UFSC por PCR multiplex;
e Auvaliar os principais sitios anatdbmicos associados a infec¢Ges por S. agalactiae;

e Correlacionar os sitios de infeccdo com os sorotipos de S. agalactiae;
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3. JUSTIFICATIVA

S. agalactiae, inicialmente associado a casos de meningite e sepse neonatal, bem como
parto prematuro e aborto, atualmente tem se mostrado um importante patdgeno em adultos
ndo-gestantes, causando infec¢cbes numa grande variedade de sitios anatdbmicos, tendo relacéo
direta com fatores de imunossupressao.

A distribuicdo dos sorotipos parece variar conforme a regido e os grupos populacionais
estudados. A associacdo entre os sorotipos e quadros clinicos/sitios anatémicos especificos,
ou mesmo, a diferentes perfis de sensibilidade ainda permanece incerta. Por isso, é de grande
importancia a realizacdo de estudos regionais, utilizando metodologias sensiveis e especificas,
para determinar os principais sorotipos circulantes e associa-los aos quadros clinicos e sitios
anatdmicos especificos. O presente estudo pretende melhorar a compreensdo das
caracteristicas epidemioldgicas associadas a infec¢des por EGB em pacientes adultos no
Hospital Universitario/UFSC.
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4 METODOLOGIA

4.1 Critérios de inclusdo

Foram selecionados todos os isolados de EGB, armazenados no banco de bactérias do
setor de microbiologia da DACL/HU/UFSC, associados & infeccdo no periodo de marco de
2018 e marco de 2019.

4.2 ldentificagéo

As culturas foram processadas conforme procedimentos padronizados no setor de
microbiologia. Coldnias beta-hemoliticas (lise completa das hemécias) ou ndao hemoliticas
foram identificadas por provas de catalase, CAMP teste, aglutinagdo em latex para o grupo B
de Lancefield ou cartdo para gram positivos em equipamento automatizado (Vitek 2
BioMeérieux), seguindo a rotina do setor.

S. agalactiae em cerca de 1-2% dos isolados (MURRAY, 2009) pode apresentar
caracteristicas gama-hemoliticas (auséncia de hemolise), ndo causando modificagcdo no meio

de agar sangue. Representacdo, Figura 1.

Figura 1. Imagens representativas de Alfa-Hemodlise (a); Beta-Hemdlise (b) e Gama-
Hemolise (c).

q

- - Lab

Figura 15 - a-hemolise Figura 16 - 8-hemolise Figura 17 - [ -hemélise

S. agalactiae é negativo para o teste da catalase, neste teste utiliza-se uma solucéo de
peréxido de hidrogénio a 3% e observa-se possivel producdo e liberacdo de oxigénio,
caracterizada pela formagao de bolhas.

A identificacdo foi realizada pela positividade no teste de CAMP (Christie, Atkins,
Munch-Petersen), para o qual verifica-se a potencializacdo da hemolise em agar sangue de
carneiro, cruzando de forma perpendicular uma cepa de Staphylococcus aureus produtora de

beta-hemolisina, com isolados de S. agalactiae produtores de uma proteina denominada de
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fator CAMP. Resultados positivos produzem intensificacdo da hemolise na forma de ponta de
seta, reacdo caracteristica de S. agalactiae (KONEMAN, 2018).

Para isolados provenientes de sitios anatbmicos estéreis, a confirmacdo da
identificacdo foi realizada por metodologia automatizada (VITEK 2 — Biomerieux).

Os isolados foram identificados numericamente, e em casos em que 0 paciente possuia
isolados de diferentes sitios anatbmicos ou quando a extracdo do DNA foi realizada em
diferentes morfologias coloniais, foi identificado também o local da coleta ou subdivido em a,

b ou c, respectivamente.

4.3 Subcultivo

As amostras do banco microbioldgico, armazenadas em caldo BHI com 20% de
glicerol em freezer a — 80 °C, foram repicadas em agar base columbia com 5% de sangue de
carneiro, incubadas em estufa microbioldgica a temperatura de 35 °C + 2 °C por até 24 horas.
As colbnias foram avaliadas quanto a pureza dos isolados e posteriormente utilizadas para 0s

testes genotipicos.

4.4 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de uma suspensao bacteriana em PBS estéril,
utilizando microtubo de 1,5mL, de culturas puras com crescimento de no maximo 24 horas. A
suspensdo foi aquecida a 100°C por 15 minutos e, posteriormente, centrifugada a 21000 rcf
por um minuto. O sobrenadante contendo o DNA bacteriano foi armazenado em freezer a —
20 °C (USEIN et al., 2014).

4.5 PCR multiplex para deteccdo dos sorotipos capsulares

Foi feita a determinacdo molecular dos sorotipos capsulares de S. agalactiae utilizando
duas PCR multiplex. Esta determinacéo é feita utilizando iniciadores para genes especificos
para os diferentes tipos de capsulas polissacaridicas (CPS) encontradas nos sorotipos de S.
agalactiae.

Duas reacOes de PCR multiplex foram realizadas segundo método descrito por Poyart
et al. (2007) e Imperi et al. (2010), com algumas modificagdes padronizadas previamente em
nosso laboratdrio. As duas reacoes multiplex foram identificadas como A e B, e os iniciadores

foram separados com base no tamanho dos produtos amplificados, segregando aqueles que
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possuiam tamanhos semelhantes, o que dificultaria sua diferenciacdo por eletroforese em gel
de agarose.

A PCR multiplex A foi realizada para deteccdo dos genes (sorotipos): cpslaH
(Sorotipo la), cpslbJ/K (Sorotipo Ib), cps2K (Sorotipo 11); cpsla/2/31J (Sorotipo I11) e cpsdN
(Sorotipo 1V). A PCR multiplex B, foi realizada para os genes: cps50 (Sorotipo V); cps6l
(Sorotipo VI); cps7M (Sorotipo VII); cps8J (Sorotipo VIII); cpsl-7-9 (Sorotipo 1X). As
modificacdes padronizadas foram feitas por Eduardo Venancio Alves durante a realizacédo de
sua dissertacdo de Mestrado (2018).

As duas reagdes foram realizadas em volume final de 25 pL cada, utilizando as
seguintes concentragdes de reagentes: 3 mM de MgCl,; 250 nM de cada iniciador, exceto para
os iniciadores correspondentes aos sorotipos Il e IX, os quais foram utilizados na
concentracdo de 400 nM; 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato; Glicerol 2,5%; 20
mM de Tris-HCI pH 8,4 ¢ KC1 50 mM; 5,0 uL de DNA do isolado e 1U da enzima Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen, EUA).

A amplificacdo foi feita com um ciclo de desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C,
seguidos por 15 ciclos de 94 °C por 60 s, 54 °C por 60 s, e 72 °C por 2 min, e entdo por mais
25 ciclos de 94 °C por 60 s, 56 °C por 60 s, e 72 °C por 2 min, e um ciclo final de 72 °C por
10 min. Nas duas reacfes a adicdo de glicerol a 5% do volume total, objetivou baixar as
temperaturas de hibridizacdo, visto que ele consegue se ligar nos residuos de citosina e mudar
a sua conformacdo, deixando o DNA mais labil para a etapa de desnaturacdo, facilitando a
hibridizacdo dos oligonucleotideos iniciadores ao DNA dos isolados, otimizando as etapas de
amplificacdo (NAGAI; YOSHIDA; SATO, 1998). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
na reacdo de PCR Multiplex A e B e 0 tamanho de seus respectivos produtos estdo descritos

no quadro 1.
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Quadro 1. Oligonucleotideos iniciadores (Primers) utilizados na Multiplex A para o0s

sorotipos la, Ib, I1, 111 e IV e Multiplex B para os sorotipos V, VI, VII, VlIl e IX.
Iniciador

Nome Gene Sequéncia 53" Produto (ph)
Ia-F cpslaH GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC 521
Ia-R cpslaH GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC

Ib-F epslbJ/K TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC 770
Ib-R cpslbJ/K GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG

II-F cps2K GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG 307

II-F cps2K TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG

III-F epsla/2/3 TCCGTACTACAACAGACTCATCC 1826
III-R cpslal/2/3T AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC

IV-F cpsdN GTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT 578
IV-R cps4N CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT

V-F cps30 GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA 701
V-R cps30 AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT

VI-F cps6l GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA 487
VI-R cps6l CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC

VII-F cps7M CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT 371
VII-R eps7M GCTGGTCGTGATTTCTACACA
VIII-F cps8J AGGTCAACCACTATATAGCGA 282
VIII-R cps&J TCTTCAAATTCCGCTGACTT

IX-F cpsI-7-9 CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG 220
IX-R cpsl-9 AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT

Como controles das reacgdes, foram utilizados Streptococcus agalactiae dos sorotipos

la, Ib, I, 11, 1V, V, VI, VII, VIII e IX. Os controles Ia, Ib, II, I, IV, V, VI, VII, VIII foram

caracterizados por metodologia de imunodifusdo com anticorpo anticapsular de coelho, no

Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, gentilmente cedidos

pelo prof. Dr. Sérgio E. L. Fracalanzza. O controle IX foi caracterizado por sequenciamento

de um isolado clinico que amplificou para esse sorotipo na PCR multiplex B (Alves, 2018).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%

(120Vv/50 minutos), corados por brometo de etidio e visualizados em luz ultravioleta no

equipamento ImagenQuant LAS500 (GE Healthcare, EUA). Os fragmentos e seus respectivos

tamanhos, foram estimados pela comparacdo ao padréo de tamanho molecular de 100 pares de

base (pb) (Ludwig Biotec, Brasil).

4.6 PCR para deteccdo dos genes constitutivos atr e cfb

Nos isolados que ndo amplificaram nenhum dos sorotipos por PCR Multiplex A e B,

foi pesquisado dois genes constitutivos de EGB: atr e cfb, para a confirmag&o da identificagdo

bacteriana.

O gene atr codifica a proteina transportadora glutamina gs0538, a qual é especifica

para a S. agalactiae, e por ser um gene constitutivo, a chance de ocorréncia de mutacdes €é
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demasiado baixa (DE-PARIS et al., 2011). O gene cfb codifica o fator CAMP,
caracteristicamente € uma regido conservada e estd presente em praticamente todos 0s
isolados clinicos de EGB de acordo com testes fenotipicos e moleculares (KE et al., 2000). As
reacbes de PCR para ambos genes foram executadas conforme protocolo descrito por
Schorner et al. (2014), que padronizaram a rea¢do para o0 gene atr, e as mesmas condicoes se
mostraram adequadas para o gene cfb.

As duas reagdes foram padronizadas com volume final de 25 pL cada, utilizando tais
concentracdes de reagentes: 20 mM de Tris-HCI pH 8,4 e KCI 50 mM; 10 picomoles de cada
oligonucleotideo iniciador; 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato; 1,5 mM de MgCl,,
2,0 uL de DNA do isolado e 1U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA). A
amplificacdo dos isolados foi feita no termociclador modelo 2720 Applied Biosystems com
um ciclo inicial de desnaturacdo de 60 segundos a 94°C, seguidos por 30 ciclos de 94°C por
Imin, 55°C por 45 s, e 72°C por 1 min, e um ciclo final de 72°C por 10 min. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados e o tamanho dos seus respectivos produtos de

amplificacdo estdo ilustrados no quadro 2.

Quadro 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacfes de PCR para os genes cfb e

atr.
Iniciador .. . . Produto
Sequencia " —>3 (ob)
Nome Gene
atr F atr CAACGATTICTCTCAGCTTTGTTAA 780
atr R e TAAGAAATCTCTTGTGCGGATTTC
Sagi9F
Sgg 700 cfb TTTCACCAGCTGTATTAGAAGTA 153
gR GTTCCCTGAACATTATCTTTGAT

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
(90V/30 minutos), corados por brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV) no
ImagenQuant LAS500 (GE, Healthcare, EUA). Os fragmentos e seus respectivos tamanhos
foram estimados por comparagéo ao padréo de tamanho molecular de 100 pb (Ludwig Biotec,
Brasil).
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5 RESULTADOS

5.1 Fluxograma de trabalho

Selecdo dos Isolados clinicos de Streptococcus agalactiae
congelados em banco de bactérias do Setor de Microbiologia
/IDACL/HU, previamente caracterizados com teste CAMP,
Catalase e antibiograma.

|

Subcultivo de 36 isolados em &gar sangue

|

Identificacdo de coldnias especificas para os testes genotipicos

|

Extracdo de DNA

v v

PCR para gene PCR multiplex para
constitutivo cfb e atr tipagem genotipica

5.2 Descricao dos isolados clinicos

Entre marco de 2018 e marco de 2019 foram obtidos 36 isolados clinicos de S.
agalactiae associados a infeccdo, do banco de bactérias do Setor de Microbiologia da Divisao
de Analises Clinicas - DACL/HU-EBSERH/UFSC.

Os 36 isolados incluidos no estudo foram obtidos de diferentes sitios anatémicos, sendo
52,9% (19/36) de tecidos', 17% (6/36) de sangue total, 8,3% (3/36) de urina, 2,7% (1/36) de
secrecdo vaginal, 8,3% (3/36) de secrecdo de ferida, 2,7% (1/36) de aspirado articular, 2,7%
(1/36) de osso, 2,7% (1/36) de swab de orofaringe, 2,7% (1/36) de swab retroauricular
(Tabela 1)

! Foram considerados tecidos amostras de pé diabético, gangrena, tecido profundo e tecido n&o especificado.
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Tabela 1. Relacdo dos sitios anatdbmicos com o numero de isolados em cada sitio,

respectivamente.
AMOSTRA CLINICA

N° DE ISOLADOS

Tecido

Urina

Sangue

Secrecédo de ferida
Secregdo vaginal
Osso

Aspirado articular
Swab orofaringe
Swab retroauricular
TOTAL

19
3
6
3
1%
1
1
1%
1

36

*Isolado de swab vaginal de gestante isolado durante seu atendimento na emergéncia obstétrica e swab de

orofaringe do feto morto da mesma gestante, associado como causa da morte.

Em relacdo a faixa etaria dos individuos, excluindo o feto morto, os demais variaram

entre 18 e 76 anos. Em relacdo ao total de isolados 5,5% (2/36) foram obtidos de pessoas com

idade menor ou igual a 18 anos, enquanto pacientes com idade entre 19 e 59 anos

corresponderam a 47,2% (17/36) dos isolados, mesmo quantitativo observada na faixa etaria

>60 anos. Nesta faixa etaria (=60 anos), 70% do isolados (12/17) foram obtidos de individuos

do sexo masculino e apenas 30% (5/17) do sexo feminino. Notou-se maior ocorréncia de

pacientes com idade >60 anos entre as amostras de tecido, representando 68,4% (13/19) dos

isolados nesse sitio (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo dos sitios anatbmicos com o namero de isolados em cada sitio, e a faixa

etaria, respectivamente.

FAIXA ETARIA

ORIGEM TOTAL Feto e 18 anos 19 a 59 anos > 60 anos
Tecido 19 6 13
Urina 8 1 2
Sangue 6 4 2
Secrec¢do vaginal 1 1
Secrecdo ferida 3 3
Osso 1
Aspirado articular 1
Swab orofaringe 1 1
Swab retroauricular 1 1
TOTAL 36 2 17 17
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5.3 Deteccdo dos genes constitutivos atr E cfb EM S. agalactiae

Para os isolados que n&o amplificaram produtos correspondentes aos sorotipos
encontrados nas reacdes multiplex A e B, foi realizada a deteccdo dos genes constitutivos atr
e cfb para confirmar a auséncia de inibidores da PCR. Observa-se na figura 2 que, com
excecdo do isolado 3, todos os fragmentos amplificaram um produto de 153 pares de base
correspondente ao gene cfb. O isolado 3 apresentou, provavelmente, problemas de inibicédo da
PCR. Esse isolado foi excluido do estudo em virtude de falta de tempo habil para subcultivo,
nova extracdo de DNA e reacdes de PCR.

Em relacdo a amplificacdo do gene atr verificou-se amplificagdo em todos os isolados,
com excecéo do isolado 3.

Figura 2. Imagem ilustrativa de um Gel de agarose representando produtos amplificados na

eletroforese para o gene cfb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

153 pb

Produtos de amplificacdo de PCR, apds eletroforese em gel de
agarose 1,5% a 90V por 30 minutos, corados por brometo de etidio
e visualizado em luz ultravioleta (UV) no aparelho ImagenQuant
LAS500 (GE, Healthcare, EUA). Canaletas 1 e 11: Padrdo de
tamanho molecular de 100pb (Ludwig Biotec, Brasil); Canaleta 9:
Controle positivo (CP) para o gene cfb (153pb); Canaleta 10:
Controle negativo (CN); Canaletas 2, 4, 5, 6, 7 e 8: Isolados que
amplificaram o gene constitutivo cfb (153pb); Canaleta 3: Isolado
que ndo amplificou o gene cfb.

5.4 Deteccdo molecular dos sorotipos capsulares de S. agalactiae

A determinacdo dos sorotipos realizada por PCR multiplex esta caracterizada nas Figuras 3 e
4,
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Figura 3. Gel de agarose representando produtos amplificados na eletroforese para multiplex
A (Sorotipos la, Ib, II, Il e IV para S. agalactiae)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

770 pb
521 ph
397 pb

Produtos de amplificacdo por PCR apds eletroforese em gel de agarose 1,5%, a
120V por 50 minutos. Canaletas 1 e 15: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb
(Ludwig Biotec, Brasil); Canaleta 13: Controle positivo (CP) para sorotipo la
(521pb), utilizado como controle de especificidade para o iniciador; Canaleta 14:
Controle negativo (CN), onde foi utilizado a4gua no lugar do DNA; Canaletas 7, 8,
9, 10 e 12: Amostras de S. agalactiae que amplificaram para os sorotipos Ib
(770pb), la (521pb), 1l (397pb), la e la, respectivamente; Canaletas 2, 3, 4, 5, 6 e
11: Amostras que ndo amplificaram os sorotipos correspondentes a multiplex A.

Figura 4. Gel de agarose representando produtos amplificados por eletroforese pela multiplex
B (Sorotipos V, VI, VII, VIIl e IX para S. agalactiae)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

701 pb 701 pb

371 pb

Produtos de amplificacdo por PCR apos eletroforese em gel de agarose 1,5%
a 120V por 50 minutos. Canaletas 1 e 12: Padrdo de tamanho molecular de
100 pb (Ludwig Biotec, Brasil); Canaletas 5 e 10: Controle positivo (CP)
para sorotipo VIl (371pb) e sorotipo V (701pb), respectivamente. Para
controle de especificidade dos iniciadores; Canaletas 11: Controle negativo
(CN); Canaletas 2, 3, 4, 7, 8 e 9: Amostras que amplificaram para sorotipo V
(701 pb); Canaleta 6: Amostra que ndo amplificou para os sorotipos
correspondentes do multiplex B.
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Nos resultados obtidos a partir da sorotipagem o sorotipo V foi 0 mais encontrado,
representando 56% (20/36) dos isolados do estudo, em seguida, o sorotipo Il com 22% [8/36]
e o0 sorotipo la 16% [6/36]. Os sorotipos Ib e Il totalizaram cada um 3% (1/36). Os sorotipos
IV, VI, VII, VIl e IX n&o foram detectados no estudo (Figura 5).

Figura 5. Distribuicdo percentual dos sorotipos identificados nos isolados do estudo.

Sorotipos

Hla milb mIl =1l mV

3%

Avaliando a origem dos isolados e os sorotipos detectados, os isolados de tecidos, sitio
prevalente no estudo, apresentaram o sorotipo V em 63,1% (12/19), os sorotipos la e Il 15,8%
(3/19), respectivamente e o sorotipo Ib 5,26% (1/19). Quanto aos resultados relacionados a
sangue total, 50% (3/6) dos isolados foram do sorotipo V, 33,3% (2/6) sorotipo Il e 16,6%
(1/6) sorotipo I11. Em urinas, dos trés isolados desse sitio, dois foram tipados como sorotipo V
e um sorotipo Il. Dos trés isolados em secrecdo de ferida, dois foram sorotipo V e um sorotipo
la. Quanto aos demais sitios anatdmicos que obtiveram apenas um isolado no estudo, a
origem e 0s sorotipos detectados foram: secrecdo vaginal e orofaringe (la), aspirado articular
(V), swab osso (1), swab retroauricular (I1) (Tabela 3).



Tabela 3. Origem dos isolados e seus respectivos sorotipos.

AMOSTRA CLINICA TOTAL SOROTIPOS

la b 1

Tecido 19 3 1 3

Urina 6 2

Sangue 3 1

Secrecdo ferida 3 1

Secrec¢do vaginal 1 1

Aspirado articular 1

Swab orofaringe 1 1

Osso 1 1

Swab retroauricular 1 1

Total

@
(o))
-
oo
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6 DISCUSSAO

Ha mais de 100 anos, em 1887 foi descrito pela primeira vez Streptococcus agalactiae
por Nocard e Nollereau como causador de Mastite bovina. Mais de 50 anos depois, em 1938
Lancefield dividiu os Streptococcus do grupo B previamente identificados, como la e Ib
(LANCEFIELD, 1938).

A partir dai, o microrganismo passou a ganhar cada vez mais notoriedade como
patdgeno, inicialmente com Fry, que descreveu trés casos fatais pos parto (DOARE; HEATH,
2013) e com o decorrer dos anos mais frequentemente passou a ser relatado como causador de
doencgas neonatais, especialmente sepse e meningite (PHARES et al., 2008)

Desde o nascimento, as taxas de colonizacdo por EGB aumentam de maneira
constante até a vida adulta (15-30%), o que indica que a transmissdo ndo se da apenas de
forma perinatal, mas também de modo horizontal. Além da exposi¢cdo ao microrganismo,
diversos outros fatores sdo relevantes em relacdo a infeccdo como estresse, habitos
alimentares, uso de medicamentos, infec¢bes relacionadas ao trato gastrointestinal e as
comorbidades, fatores que alteram a composi¢do da microbiota intestinal. (PALMER et al.,
2007).

Esses fatores individuais justificam porque EGB € um causador de diferentes tipos de
infeccbes como as teciduais, urinarias, articulares, sépticas principalmente em individuos
maiores de 65 anos e com debilidades crdnicas como doencas renais e hepéticas, cancer e
acidente vascular encefélico, além de habitos como alcoolismo e tabagismo (JACKSON et al.,
1995; COMETTO et al., 2018). Sindromes clinicas graves, como meningite e endocardite sdo
raras, mas frequentemente associadas com consideravel morbidade e mortalidade (FARLEY,
2001).

Neste trabalho foram estudados 36 isolados clinicos classificados dentro de cinco dos
dez sorotipos pesquisados, foram eles la, Ib, II, Il e V. Recentemente, estudos vém
demonstrando a distribui¢do dos sorotipos conforme as diferentes regides estudadas, e de um
modo geral os sorotipos la, Il e V tém maior frequéncia nos relatos (PERSSON et al., 2004;
CAMUSET et al.,, 2015; ALHHAZMI et al., 2016; PINTO et al.,, 2017). Em estudos
realizados na America do Norte, regides da Europa e Australia, os sorotipos mais
frequentemente associados com relatos de casos, além das colonizagdes, foram la, Ib I, 11l e
V (RAABE;SHANE 2019; GUDJONSDOTTIR et al., 2015; IMPERI et al., 2011; FURFARO
et al., 2019), enquanto o sorotipo Il vem se destacando na Ameérica Latina (LOPARDO et al.,
2003; PALACIOS et al., 2005).
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No presente estudo os sorotipos mais frequentes foram V (56%), 11 (22%), la (16%),
além de Ib e 111 (3%) cada, sendo que os demais sorotipos ndo foram identificados. Blumberg
et al. (1996) obtiveram resultados semelhantes em relacdo aos principais sorotipos
identificados, e também ndo identificaram nenhuma amostra para o sorotipo IV. Na regido
paranaense de Curitiba, Palmero et al. (2010) observaram entre os 168 isolados associados a
infeccdo e colonizagdo, maior prevaléncia do sorotipo la (37,4%), seguido pelo Il (14,7%), IV
(12,1%), Ib (11,6%) e V (11,1%), mesmos sorotipos encontrados no presente estudo, com
excecdo do sorotipo IV. No estudo, o sorotipo la foi predominante entre os isolados
associados a colonizacdo (44/111 — 39,6%), infeccbes ndo invasivas (12/37 — 32,4%) e
infecgBes invasivas (8/20 — 40%). Em estudo também realizado no municipio de
Florianopolis, Alves et al. (2018) descreveram os sorotipos la (44,2%), V (23,6%) e Il
(16,7%) como os mais frequentes entre 233 isolados estudados. O sorotipo la foi
predominantemente associado a amostras de colonizacdo de gestantes (70/139), ja o sorotipo
V foi 0 mais frequente em amostras de tecido (4/10) e de hemocultura (3/6), representando
28% dos isolados associados a infeccdo em adultos ndo gestante.

Alves et al. (2018) descreveram que 43% (10/23) dos isolados associados a infec¢ao
em gestantes/neonatos pertenciam ao sorogrupo la. No presente estudo, o Unico caso
associado a gestacdo (swab da méde do feto morto), também pertencia a esse sorogrupo,
ressaltando a importéncia da pesquisa de EGB em gestantes, cuja coloniza¢do pode aumentar
0 risco de aborto e nascimento pré-maturo (HAMEDI et al., 2012). No estudo de Alves et al.
(2018), sete isolados relacionados ao abortamento pertenciam ao sorotipo la, evidenciando o
potencial patogénico desse sorotipo, que além de causar sérias complicagdes em gestantes e
neonatos, mostrou-se presente também, nas infec¢des em adultos ndo gestantes. Gherardi et
al. (2007) também observaram entre amostras coletadas na Italia, o predominio do sorotipo la
em isolados de infec¢des invasivas (29%). Em estudo com 177 isolados de EGB em gestantes,
neonatos e adultos em hospital irlandes, o sorotipo la foi detectado de maneira significativa
em isolados de infecgdes invasivas, tanto de gestantes quanto ndo-gestantes (MEEHAN;
CUNNEY; CAFFERKEY, 2014).

O sorotipo V tem sido associado a infeccdes em idosos e em pacientes
imunocomprometidos (PERSSON et al., 2004), sendo que no presente estudo, 0s pacientes
com mais de 60 anos foram os mais acometidos por infeccbes com este sorotipo,
representando 50% (10/20) dos isolados tipados por PCR. Os outros trés isolados de tecido,
pertencentes ao sorotipo V, foram recuperado de pacientes com idade proxima a 60 anos (55,

56 e 57 anos), fato que ressalta a idade como um fator que pode se relacionar diretamente as
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infeccOes pelo sorotipo V. Destes dez isolados, nove foram recuperados de amostras de
tecidos e trés deles identificados especificamente como pé diabético, o que evidencia a
relacdo do sorotipo com condi¢Bes clinicas relacionadas a comorbidades severas ou
imunossupressao.

Os isolados identificados como sorotipo Il também se relacionaram com infecgoes
invasivas, sendo em sua maioria provenientes de infeccGes invasivas como tecidos, 0Sso e
sangue total. Alves et al. (2018) também identificaram os sorotipos Il e V como prevalentes
em infeccdes. Dutra et al. (2014) que estudaram 434 isolados e destes, 185 associados a
infeccdo, de varias regides do Brasil e Palmeiro et al. (2010) que estudaram 168 isolados no
Parand, e destes, 57 associados a infeccdo, descreveram os sorotipos la e Il como 0s mais
detectados, sendo 35 e 16%, respectivamente.

Em um estudo multicéntrico com 363 isolados humanos que foram recuperados entre
0 periodo de 1980 e 2006 de trés regides brasileiras e 29 isolados de origem bovina
provenientes do Rio de Janeiro, mostrou aumento na prevaléncia do sorotipo la, que com o
decorrer do tempo foi de 18,9% para 25,9%. Por sua vez, o sorotipo Il que segundo o estudo
foi muito prevalente na década de 1980 (18,9%), chegou a ser 0 mais prevalente na década de
1990 (27,6%), apresentou acentuada diminui¢cdo nos ultimos anos avaliados no estudo
(14,2%) (DUARTE et al., 2005; PINTO et al., 2013). No presente estudo apenas um dos 36
isolados foi caracterizado como o sorotipo 11, o qual foi isolado de amostra de hemocultura,
corroborando a diminuicdo da circulacdo do sorotipo Il entre os isolados de S. agalactiae,
conforme citado no estudo de Pinto et al. O reduzido nimero de isolados e o fato do sorotipo
I11 ser comumente relatado em infecgdes neonatais (TEATERO et al., 2014), principalmente
em doenca de inicio tardio e meningite (KAPATAI et al., 2017), também podem estar
associados a baixa taxa de incidéncia deste sorotipo no estudo.

Em relacdo ao sorotipo Ib, foi detectado apenas em um isolado de amostra de tecido.
Em estudos realizados no Brasil como o de Dutra et al., o sorotipo Ib se apresentou com maior
frequéncia, representando 28 (15,1%) dos 185 isolados de infeccdo avaliados no trabalho.
Ainda sobre o estudo de Dutra et al., o sorotipo Ib juntamente com la e Il foram os mais
prevalentes entre isolados associados a infecgdes nas regides Sul, Sudeste e Centro-oeste,.
Alves et al., também obtiveram poucos isolados do sorotipo Ib, sendo apenas seis (8,7%) em
um total de 71 para os isolados néo relacionados a gestacao.

Dos sorotipos que ndo foram detectados neste trabalho, destaque para o sorotipo IV,
pelo fato de ja ter sido relatado como prevalente em estudo realizado em hospital de Nova

lorque que objetivava detectar a co-colonizacdo com multiplos sorotipos de S. agalactiae
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(KHATAMI et al., 2018) e também por estar emergindo como agente infeccioso (FERRIERI
et al., 2013) e estar apresentando em alguns estudos, altos niveis de diversidade genética e a
expansdo clonal entre os diferentes sorotipos IV isolados (CAMPISI et al., 2016).

Os sorotipos VI, VI, VIII e IX nao foram detectados e em alguns estudos ja citados
previamente e que contaram com isolados provenientes da regido Sul do Brasil como o de
Alves et al., Dutra et al. e Palmeiro et al., também ndo houve a deteccdo destes sorotipos.
Alves et al. (2018) identificaram cinco isolados pertencentes ao sorotipo 1X (5/233 — 2,1%),
todos associados a infecgbes e colonizacdo em gestantes e neonatos. A baixa frequéncia
destes sorotipos também j& foi relatada em regides da Europa e América do Norte (PINTO et
al., 2017; GUDJONSDOTTIR et al., 2015; KHATAMI et al., 2018).

Conforme os resultados obtidos e os estudos analisados, tem se a variacdo dos
sorotipos de EGB de acordo com regifes geograficas, sitios anatdbmicos, populacao estudada,
além dos diversos fatores de imunossupressao. Foi possivel notar a versatilidade do EGB
como agente infeccioso responsavel por severas condi¢BGes patoldgicas, afetando pacientes
com as mais diversas condic¢des clinicas. Frente aos resultados e estudos citados, € importante
atentar para a necessidade de vigilancia epidemioldgica, além de cuidados nos tratamentos
estabelecidos em fungdo da flexibilidade de sua viruléncia e potencial resisténcia

antimicrobiana.
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7 CONCLUSAO

A PCR multiplex é uma ferramenta til, se apresentando como uma boa opg¢éo para
sorotipagem de S. agalactiae. O presente estudo permitiu classificar em sorotipos todos 0s
isolados, caracterizados pelos genes constitutivos atr e cfb, recuperados de amostras clinicas
associadas a infeccdo. Diferente do relatado para métodos soroldgicos e por aglutinagdo em
latex, a metodologia molecular permitiu classificar todos os isolados em seus respectivos
sorotipos.

No setor de microbiologia do HU/UFSC/EBSERH, S. agalactiae foi
predominantemente isolado em amostras de tecido (19) e partes moles (feridas 3), que
representaram 61,1% dos isolados associados a infeccdo. A cirurgia vascular é responsavel no
hospital pela maioria desses pacientes, que geralmente tém necroses teciduais e amputacoes
relacionadas ao Diabetes Mellitus. O estudo corrobora esta comorbidade como importante
fator de risco para infecgOes por S. agalactiae. Outro fator de risco, constatado pelo estudo
para infeccBes por S. agalactiae foi a idade, 50% dos pacientes eram idosos.

O sorotipo V foi 0 mais prevalente, diferente do observado em outras regides do pais,
mas semelhante ao descrito em Floriandpolis em estudo anterior, que também destacou esse
sorotipo em amostras de tecido e hemocultura.

O sorotipo Il foi o segundo mais frequente, e 0 que apresentou maior diversidade entre
0s sitios anatbmicos do qual foi recuperado.

O sorotipo la, apesar do pequeno numero nas amostras do estudo, demonstrou
importancia em infec¢des graves associadas a gestacao.

Assim, os resultados do presente estudo apontam S. agalactiae como importante
agente infeccioso especialmente em tecidos e partes moles de paciente idosos e com
comorbidades. Confirma a variabilidade regional também entre os sorotipos associados a

infeccdo, ressaltando a importéncia de vigilancia epidemiolégica para este microrganismo.
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